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本研究で新しく開発した方法は， Gillam と Smithによって開発されたprimer directed mutagenesis 
法を応用したものである。まず，断片化した遺伝子全体を単鎖DNAファージM13!乙組み込み，鋳型DNA
とする。次に単離したい領域の先頭の配列を持ち，且つ鋳型DNA!と相補的なドデカヌクレオチドを化学
合成し， in vitro DNA合成のプライマーとする。次に単離したい領域の終わりから以降の部位に対応して
3'末端がo-Cl-phenylphosphate基でイ1菱飾されており，且つ鋳型DNA!乙相補的なドデカヌクレオチドを
化学合成し， DNA合成のストッパーとして用いる。一本鎖鋳型DNA，プライマー，ストッパーをアニ
ーリングさせ大腸菌のDNAポリメラーゼ 1 Large Fragment CKlenow Fragment) を用いて，プライマ











C末側に持つ融合蛋白が産生される。この SalIサイト近傍のSmaIサイ卜に 8 bp もしくは10bpのリンカー
を挿入し， 3 種類のコドンフレームに対応できるベクターもそれぞれ作成した。
この遺伝子の断片化法及び酵母における発現系を用いて B型肝炎ウイ jレスの表面抗原遺伝子を分断し，





(2) 新しい酵母用の発現ベクターを作製した。乙のベクターからは F ーガラクトシダーゼと挿入された
DNA断片からのペプチドの融合蛋白が産生される。 ß ーガラク卜シダーゼは発現量のモニタ一，アフィ
ニティーカラムでの精製，免疫時のキャリヤーとして用いる事ができる。
(3) 乙の原理を用いて遺伝子の任意の領域を単離し，遺伝子もしくはそのコードする蛋白の機能解析を
行う事ができる。
論文の審査結果の要旨
本論文で述べられた遺伝子を断片化する為の新しい方法は，非常にユニークな視点から考案されてお
り，現在行われている方法の欠点をほぼ解消している。又，その中で用いるstopper も，自動合成機中で
使える基質が開発されており，容易に調製できる。その為，この方法は一般的にかっ容易に用いる事の
できる技術として確立されている。
更に，本論文に述べられた酵母での新しい発現ベクタ一系は性質の判然としないタンパクの精製や，
タンパクドメインの機能解析に有用であり，今後多くのタンパク質への応用が期待できる。
以上本論文は非常に有用な技術の開発について述べたもので博士論文に値すると判定する。
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